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な病徴を示すことなく生きた植物組織内に生育する菌類である（Carroll 1986; Petrini 1991; 
Arnold and Lutzoni 2007; Hyde and Soytong 2008）。Carroll et al.（1977）はヨーロッパに広く
分布するヨーロッパモミ（Abies alba）、Picea excelsa、ヨーロッパアカマツ（Pinus silvestris）、
ベイマツ（Pseudotsuga menziesii）、ヨーロッパイチイ（Taxus baccata）の針葉から内生菌を
分離し、針葉樹の針葉には糸状菌類が普遍的に存在することを示した。その後、カバノキ
科（Betulaceae）やツツジ科（Ericaceae）など様々な木本植物（e.g. Petrini 1984; Fisher and Petrini 
1990）やイネ科などの草本植物（e.g. Bacon et al. 1977; Schulz et al. 1993）、コケ植物やシダ
植物（e.g. Weber 1995）など多くの陸上植物の組織内にも菌類が存在することが明らかにな
った。2000年の時点で少なくとも23科以上の植物において内生菌の調査が行われ（Stone et al. 
2000）、現在までに調査された全ての植物で1種以上の内生菌の感染が確認されている






類）の 2 つのグループに分類される（Rodriguez et al. 2009）。イネ科植物に感染するバッカ
クキン科の内生菌は“グラスエンドファイト”として広く知られており、宿主と相利共生




20~30%で感染が認められており（Leuchtmann 1992）、これまでに有性生殖を行う Atkinsonella 
Diehl、Balansia Speg.、Epichloё (Fr.) Tul. & C. Tul.、Myriogenospora G.F. Atk.、Nigrocornus Ryley 
& Langdon、Parepichloё J.F White & P.V. Reddy の 6 属、および無性生殖のみのグループとし
て Neotyphodium Glenn, C.W Bacon & Hanlin の計 7 属が報告されている（Clay 1990; Cheplick 
and Faeth 2009）。このうち最も広範に分布しているのは Epichloё 属とそのアナモルフであ
る Neotyphodium 属であり、グラスエンドファイトの研究の多くはこれら 2 属を中心に行わ
れている（Cheplick and Faeth 2009）。 
グラスエンドファイトは宿主であるイネ科植物に全身感染し、葉や稈など地上部組織の
細胞間隙や種子の糊粉層細胞間隙で生育する（Schardl and Phillips 1997）。Epichloё 属菌の多
くは有性生活環と無性生活環の両方を有し（Leuchtmann and Clay 1997; Schardl et al. 1997）、
有性生活環では、宿主の止葉葉鞘上に子座を形成する。子座では分生子が形成され、その
分生子が媒介昆虫によって交配型の異なる菌の子座へ運ばれて交雑が起こる（Leuchtmann et 




活環のみが知られている Neotyphodium 属菌はがまの穂病を引き起こす Epichloё 属菌から進
化したとされている（Schardl and Leuchtmann 2005）。 
生活環の違いは種内でも認められており、Epichloё 属菌とイネ科宿主の共生系のタイプは、
菌の伝搬様式（水平伝搬と垂直伝搬）の違いによって 3 タイプ（Type I、II、III）に分類さ
れる（White 1988）。現在、Epichloё 属菌は 34 種 6 亜種 3 変種が報告されており（Leuchtmann 
et al. 2014; Tadych et al. 2014）、このうち Epichloё typhina subsp. clarkii (J. F. White) Leuchtm. & 




れら 3 種とその宿主の共生系はタイプ I に分類される。子座形成とそれに伴う水平伝搬が確
認されておらず垂直伝搬のみが知られる種はタイプ III に分類される（23 種 3 亜種 3 変種）。
そして、感染個体の 1~10%程度の稈に子座を形成し、子嚢胞子による水平伝搬と種子経由
の垂直伝搬の両方を行う種とその宿主の共生系はタイプ II に分類される（9 種 2 亜種）。 
グラスエンドファイトの感染による宿主植物への利益付与が知られており、その効果と
して、菌が植物体内で産生するアルカロイド物質による植食性生物の忌避効果、重金属耐
性や乾燥耐性の付与、病原菌に対する抵抗性、生育促進などが挙げられる（Clay 1988; Gwinn 
and Gavin 1992; Saikkonen et al. 1998; Clay and Schardl 2002）。一方で、菌の有性生活環におけ
る子座の形成は宿主の花序の展開とその後の種子生産を阻害するため、その感染は宿主植
物の適応度を低下させる（Clay and Schardl 2002; Cheplick and Faeth 2009）。そのため、グラ
スエンドファイト-イネ科植物共生系の相互関係が寄生的であるか相利共生的であるかは菌
の伝搬様式が大きく関係している（Clay 1988, 1990; Meijer and Leuchtmann 2001）。つまり、
有性生殖を行い宿主の種子生産を阻害する種とその宿主の共生系はより寄生的であり
（Schardl et al. 1997）、一方、宿主の繁殖に影響を及ぼさない無性生殖のみを行う種は、そ
の感染によって宿主の生長や繁殖に有利な影響もたらすことから相利共生的であると見な
されている（Clay and Schardl 2002）。このようにグラスエンドファイト-イネ科植物の相互
関係は寄生的なものから相利共生的なものまで連続的に存在し、White（1988）ではタイプ




ついて研究を行い、Epichloё elymi Schardl & Leuchtm.の異なる遺伝子型の間で子座の形成量
が異なることを報告しており、さらに形成される子座の増加に伴って節足動物による摂食


















コーシスと呼ばれる牛の中毒症状が大きな問題となり（Bacon et al. 1977; Schardl 2001）、こ
のことでグラスエンドファイトが世界的に注目されるようになった。その後の研究で、ア
ルカロイドの種類やその産生量は菌種間だけでなく、同種内の系統（ハプロタイプ）間で
も大きく異なることが明らかになり（Leuchtmann et al. 2000）、現在は家畜毒性のない菌系統
の選抜が進められ、飼料用のエンドファイト感染牧草品種が開発・実用化されている（Easton 
et al. 2001; Easton 2007）。また、グラスエンドファイトが感染する植物には芝草や飼料作物
として利用される種が多く、有用な形質を持つ菌系統をこれらの植物種に導入することで、
アルカロイド物質によってもたらされる害虫忌避や乾燥耐性の向上などの効果を活用する
研究も進められている（e.g. Hunt and Newman 2005）。グラスエンドファイトを取り入れた
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芝用品種が多数開発され（Bacon et al. 1997）、日本でも様々な飼料用品種の育成が進められ

























ち遅れている（Faeth and Saikkonen 2007）。 
日本では 1980 年代頃からグラスエンドファイトに関する研究が開始されたが（e.g. 荒木 




で調査された（Sugawara et al. 2006; Yamashita et al 2010）。その後、トールフェスク、メド
ウフェスク（S. pratensis）、イタリアンライグラスなどの作物種を対象に、グラスエンドフ
ァイト感染が宿主に及ぼす影響について調査されてきた（e.g. Rahman et al. 2006; Takai et al. 
2010; Shiba et al. 2011）。一方、野生のイネ科植物についてもグラスエンドファイトの感染
状況が調査され、多くの植物種で感染が認められたが（e.g. 榎本ら 1998; 柳田ら 2004; 










物である（Davies and Long 1991）。北アフリカからユーラシア大陸までの温帯域に広く分
布しており、日本国内でも北海道から九州まで分布する。ヨーロッパ諸国では、ヤマカモ
ジグサには E. sylvatica Leuchtm. & Schardl が感染することが広く知られている（Meijer and 
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Leuchtmann 1999, 2000, 2001）。Epichloё sylvatica は有性生活環と無性生活環の両方を有して
おり、自然個体群内で有性繁殖と種子伝搬の両方が生じる（Bucheli and Leuchtmann 1996, 
Meijer and Leuchtmann 1999）。日本に分布するヤマカモジグサには E. typhina が感染し、また、
本菌種がヤマカモジグサにがまの穂病を引き起こしていると報告されている（榎本ら 1998; 
Koga et al. 1999; Chen et al. 2015）。しかし、日本国内では本菌の遺伝的多様性や生態的特性
は解明されていない。 




















ヤマカモジグサを宿主とする Epichloё 属菌については、ヨーロッパ諸国では E. sylvatica が










菌の遺伝的多型と種子感染の関連性を考察した（第 4 章）。最後に、第 2~4 章で得られた結



















Epichloë 属菌（無性世代 Neotyphodium 属）はさまざまなイネ科植物の共生菌であること
が知られている（Sampson 1933; Schardl 1996; Leuchtmann 2003）。本属菌は有性生活環か無






ス（Dactylis glomerata）、シラゲガヤ（Holcus lanatus）において Epichloë typhina (Per.: Fr.) Tul.
によるがまの穂病が報告されている（島貫・佐藤 1983; Kishi 1998; Koga et al. 1999）。 
日本のヤマカモジグサに感染している Epichloё 属菌については、1991 年に長野県南佐久
郡川上村の筑波大学農林技術センター川上演習林（以下、川上演習林）内に自生するヤマ
カモジグサから Epichloë 属菌が分離され、その菌株は国立研究開発法人 農業・食品産業
技術総合研究機構の農業生物資源ジーンバンク（以下、NARO Genebank）に E. typhina とし
て登録・保存されている（菌株番号：MAFF 306230）。また、Koga et al.（1999）が栃木県西
那須野のヤマカモジグサにがまの穂病を引き起こしていた Epichloë 属菌を形態学的検討に
より E. typhina と同定している。ヨーロッパ諸国（スイス、イタリア、オランダ、イングラ
ンド、スウェーデン）では、ヤマカモジグサのがまの穂病菌または内生菌として E. sylvatica
が広く知られている（Meijer and Leuchtmann 1999, 2000, 2001）。 
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Epichloë sylvatica は 1998 年に新種記載された種である（Leuchtmann and Schardl 1998）。本
種名の提案以降、日本では E. sylvatica がヤマカモジグサにがまの穂病を引き起こしている
という報告はない。日本国内で発生する植物病害についてその病原体を取り纏めた日本植
物病理学会編集・発行の日本植物病名目録（2016 年度版）（日本植物病理学会編 2016）に
はヤマカモジグサがまの穂病菌として E. typhina のみが記載されているように、日本ではヤ
マカモジグサにがまの穂病を引き起こす Epichloë 属菌は E. typhina の 1 種のみが認識されて
いる。 
しかし、E. sylvatica を新種記載した Leuchtmann and Schardl（1998）では、E. sylvatica の
日本産菌株の分子データが使用されていることから、日本にも E. sylvatica に相当する種が
存在する可能性およびヤマカモジグサにがまの穂病を引き起こしている可能性が示唆され
る。また、川上演習林のヤマカモジグサから分離された菌がE. typhinaと同定されたのは1998

















また、川上演習林以外に次の 3 県 4 地点に自生するヤマカモジグサも採取した：長野県
諏訪郡、長野県上田市、茨城県つくば市、山形県東村山郡。長野県諏訪郡での採取は、中
山道和田峠の途中の林道で行った（北緯 36° 08' 10.9"、東経 138° 07' 49.9"）。長野県上田市の
採取地点は、上田市菅平高原の中央部にある筑波大学菅平高原実験センターである。ヤマ
カモジグサはセンター敷地内の宿泊棟や研究棟の周囲に数多く分布している（北緯 36° 31' 
28.33"、東経 138° 20' 48.47"）。茨城県つくば市での採取は、筑波山頂上へ向かう途中の車道
脇で行った（北緯 36° 13' 54.10"、東経 140° 05' 0.96"）。山形県東村山郡の採取地点は「山形
県 県民の森」の敷地内である。ブナやカエデ、カラマツが優占しており、ヤマカモジグサ
はそれらの林縁に自生している（北緯 38° 14' 11.28"、東経 140° 11' 47.74"）。 
  
2-2-2. 供試材料 
Epichloë 属菌の形態観察には、川上演習林で採取した子座形成個体 4 個体の未熟または成
熟した子座の形成された稈を用いた。また、植物体内に生息する Epichloë 属菌の分離には、
川上演習林内で採取したヤマカモジグサ 6 個体（子座形成個体 3 個体、無病徴個体 3 個体）、
および他 4 地点で採取した 17 個体の計 23 個体を供試した。これらから分離された菌株を
系統解析に用いた。 
系統解析には本研究で得られた分離菌株に加え、ヤマカモジグサに形成された子座から
得られた単一子嚢胞子由来の 3 菌株（IOC-2189, IOC-2190, IOC-2191）および NARO Genebank
に保存されている E. typhina の 2 菌株（MAFF 306230 と MAFF 241225）を供試した。MAFF 


















2014 年 7 月に川上演習林内で採取した 4 個体に由来する標本（標本番号：TSH-A0014 – 
TSH-A0017；表 2-1）を用いて、子座上に形成された分生子、子嚢殻、子嚢、子嚢胞子の形
態観察を行った。採取した稈は表面の土や細かいゴミを取り除いたのち、フェザー剃刀 S
両刃（FEATHER safety Razor Co, Ltd., Osaka）を用い、実体顕微鏡下で子座の横断切片を作
製した。切片をスライドガラスにのせ、アニリンブルー乳酸液を滴下して染色し、これに
カバーガラスをかけた後、光学顕微鏡（Olympus BHS-323, Tokyo）にて 100∼400 倍で観察し
た。観察された分生子、子嚢殻、子嚢、子嚢胞子はそれぞれ USB デジタルカメラ WRAYCAM
（WRAYMER Inc., Osaka）で写真撮影し、ソフトウェア Wrayview を用いてそれぞれの長径
と短径を測定した。それぞれの計測結果を E. sylvatica の原記載（Leuchtmann and Schardl 






植物体内に生息する Epichloë 属菌を分離するため、2014 年 6~9 月にかけて 3 県 5 地点で
採取したヤマカモジグサの子座形成稈または見かけ上健全な稈（以下、無病徴稈）を用い
た。試料は採取後 24 時間以内に、以下の方法で処理した。採取した植物体を初めに水道水
でよく洗って表面の汚れを落としてから、500 ml 三角フラスコに入れ、70%エタノールで 1
分間、次亜塩素酸ナトリウム水溶液（有効塩素 1%, Wako Pure Chemical Industrie, Ltd., Osaka）
で 2 分間、それぞれ撹拌洗浄及び表面殺菌した。その後、滅菌水で 2 回撹拌洗浄し、滅菌
ペーパータオルを用いて表面の水分を取った後、滅菌ペーパータオルに挟んだ状態で 7~9
時間無菌的に自然乾燥させた。乾燥後、1 本の稈から長さ約 1 cm の断片を 3 片切り取り、
直径 90 mm のプラスチックシャーレに分注・固化させた 1%麦芽エキス寒天培地（以下、
1%MEA 平板培地；表 2-2）に置床し、17℃・暗条件下で培養した。稈断片置床シャーレは
適宜観察を行い、植物組織断片から伸長してきた Epichloё 属菌菌糸の単菌糸分離を行った。
分離には直径 0.5 mm のタングステン線を電解研磨して作製したタングステン針を用い、実
体顕微鏡下で観察しながら火炎滅菌した針で菌糸を寒天片ごと少量取り、直径 60 mm のプ
ラスチックシャーレに分注・固化させた 1%MEA 平板培地に移植した。菌を単離した寒天






行った。各分離菌株の DNA 抽出には 1%MEA 平板培地上で生育した培養菌糸を用い、Gardes 
and Bruns（1993）の方法を一部改変して以下の方法で行った。CTAB 液［20 mM EDTA, 100 




30 分間インキュベートした。その後、クロロホルムイソアミルアルコール溶液 150 μl 添加
し、ボルテックスで数秒間撹拌した。13,000 rpm で 15 分間遠心分離し、ピペットを用いて
その上澄みを吸い取り新しいエッペンチューブに移した。そのチューブに 3M AcNa を 12 μl
とイソプロパノールを 120 μl を添加し、-20℃で 20 分間静置した後 13,000 rpm で 15 分間遠
心分離して DNA を沈殿させた。上澄み液を除去し、ペレットのみが残ったチューブに 70%
エタノール 1 ml を添加し 13,000 rpm で 5 分間遠心分離、その後エタノールを除去した。こ
のエタノール沈殿を計 2 回行って DNA を洗浄し、その後、チューブをデシケーターに入れ
て完全に乾燥させた。以上の方法で抽出した DNA は Tris-EDTA バッファー100 μl に溶解さ
せた。 
抽出した DNA の rDNA ITS 領域の増幅にはユニバーサルプライマーである ITS5 と ITS4
（White et al. 1990）を用い、β-tubulin 遺伝子領域の増幅には Epichloё 属に特異的なプライマ
ーペアである 1042 と 1214（Tsai et al. 1994）を用いた。95℃・3 分の初期変性の後、95℃・
30 秒、55℃・1 分、72℃・1 分を 35 サイクル行い、その後 72℃で 10 分最終伸長という反
応サイクルで rDNA ITS 領域の増幅を行った。β-tubulin 遺伝子領域増幅用の PCR は、94℃・
1 分 45 秒の初期変性の後、94℃・45 秒、55℃・45 秒、72℃・1 分 15 秒を 35 サイクル行い、
その後 72℃で5分最終伸長という反応サイクルで実施した。PCR産物はSYBR® safe DNA gel 
stain（Invitrogen, Waltham, USA)を加えた 1%アガロースゲルによる電気泳動を行って目的領
域の増幅の有無を確認し、FastGene Gel/PCR Extraction Kit（NIPPON Genetics Co,Ltd, Tokyo）
を用いて精製した後、シーケンス反応に用いた。 
 シーケンス反応には BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit（Applied Biosystems, 
Carlsbad, USA）を使用し、反応液は表 2-3 の組成で調整した。反応サイクルは 96℃・1 分の
初期変性の後、96℃・10 秒、50℃・5 秒、60℃・4 分を 25 サイクルで行った。反応産物は
エタノール沈殿により精製した。精製物に Hi-Di Formamide を 15 μl 添加し、95℃で 2 分加
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熱後、氷上で 5 分間急冷した。その後、オートシーケンサーABI 3130（Applied Biosystems, 
Carlsbad, USA）でシーケンス解析し、塩基配列データを得た。また、一部の分離菌株の解





川上演習林のヤマカモジグサから得られた菌株（MAFF 306230）の rDNA ITS 領域の塩基配
列データとの相同性も確認した。 
 本研究で得られた分離菌株 20 株と E. typhina の 2 菌株（表 2-4）のシーケンスデータと
The International Nucleotide Sequence Database（the DNA Data Bank of Japan、European Molecular 
Biology Laboratory、GenBank from the National Center for Biotechnology Information による；以
降、国際塩基配列データベース)から得た他の Epichloë 属菌のシーケンスデータ（表 2-5）
を用いて系統解析を行った。本研究での系統解析には Epichloë 属および Neotyphodium 属菌
の系統解析によく用いられている β-tubulin 遺伝子領域の配列に基づき行った（e.g. Schardl et 
al. 1997; Schardl and Leuchtmann 1999; Leuchtmann et al. 2014）。各分離菌株の分離源（子座形
成稈、無病徴稈、単一子嚢胞子）は表 2-4 に示した。配列データは GUIDANCE2 Server
（http://guidance.tau.ac.il/ver2/）の the MAFFT program を用いてアライメントした（Sela et al. 
2015）。アライメントデータの系統解析は、フリーソフトウェアの Clustal X（Larkin et al. 
2007）を用いて近隣結合法により行った。近隣結合系統樹はフリーソフトウェアの NJ plot












年の 6 月から 10 月まで観察された（図 2-1 A）。未熟な子座は白色で、子嚢殻が成熟すると
黄～オレンジ色に変化した（図 2-1 B、C）。子嚢殻は成熟した子座上に密集して形成されて
いた。形態的特徴からヤマカモジグサと同定した供試植物は、rDNA ITS 領域の解析におい




280–400 × 150–210 μm（平均 ± 標準偏差：343 ± 36.5 × 185 ± 16.5 μm、n=15）であった（図
2-1 D）。子嚢は円筒形で、大きさは 162–307 × 5.2–8.3 μm（平均 ± 標準偏差：233.3 ± 44.4 × 
6.3 ± 0.8 μm、n=20）（図 2-1 E）、子嚢胞子は糸状で、大きさは 133–277 × 1.5–2.1 μm（平均 ± 
標準偏差：212.1 ± 46.5 × 1.8 ± 0.1 μm、n=60）（図 2-1 F）であった。分生子は楕円形で、大
きさは 4.0–6.9 × 2.1–3.6 μm（平均 ± 標準偏差：5.5 ± 0.5 × 2.6 ± 0.3 μm、n=75）（図 2-1 G）
であった。以上の形態観察の結果は表 2-1 に示した。これらの形態的特徴は E. sylvatica の
記載（Leuchtmann and Schardl 1998）と一致していた。また、子嚢および子嚢胞子の長径は
E. typhina より長かった［E. typhina の子嚢： 163 ± 17.8 ×6.9 ± 0.2 μm、子嚢胞子： 176 ± 34 × 
1.6 ± 0.2 μm（White 1993）］。本研究での観察結果と E. sylvatica および E. typhina との形態比




培養開始から 1~2 週間程度で、稈断片から Epichloё 属菌と思われる菌糸の伸長が確認され
た（図 2-2 A）。伸長してきた菌糸を単菌糸分離し、計 17 菌株を得た。分離菌株のうち、代
表株 5 株は NARO Genebank に寄託した（登録番号：MAFF 245584 – 245588）。1%MEA 平板
培地上で 3 週間培養（23℃・暗条件下）した菌のコロニーは、白色で羊毛状またはフェル
ト状、生育は遅く、コロニーの直径は 20∼30 mm 程度だった（図 2-2 B-E）。また、培養シ
ャーレ全てにおいて分生子および分生子形成細胞は確認されなかった。 
 川上演習林内に自生するヤマカモジグサから得られた 6 菌株、および他の地点のヤマカ
モジグサから得られた 11 菌株（長野県諏訪郡：4 菌株、長野県上田市：3 菌株、茨城県筑波
山：2 菌株、山形県東村山郡：2 菌株）を分子系統学的検討に用いた。各分離菌株について
rDNA ITS 領域の塩基配列の相同性検索を行った結果、全てにおいて E. typhina（アクセッシ
ョン番号：AB105952）および E. sylvatica（アクセッション番号：L78304）と高い相同性を
示した（相同性：98-100%）。100%の相同性を示した AB105952 は MAFF 306230 に由来する
塩基配列データであり、この E. typhina の配列と E. sylvatica の rDNA ITS 領域の配列にはほ
とんど相違が見られなかった。一方、β-tubulin 遺伝子領域の配列に基づくと、全ての分離菌
株は E. sylvatica（アクセッション番号：KP689573）と最も高い相同性を示し（相同性：99%
以上）、E. typhina との相同性は E. sylvatica との値よりも低かった（相同性：95-97%）。代表
株 20 菌株の β-tubulin 遺伝子領域の配列データは the DNA Data Bank of Japan（DDBJ, 
http://www.ddbj.nig.ac.jp/）に登録した（アクセッション番号：LC171450 – LC171469）。 
 表面殺菌した稈から分離した 17 菌株、子座から得られた単一子嚢胞子由来の 3 菌株、E. 
typhina の 2 菌株（NARO Genebank 提供）および近縁の Epichloë 属菌の β-tubulin 遺伝子領域
の配列に基づき系統解析を行った結果、20 菌株の配列データと E. sylvatica の 4 つの登録デ
ータ（アクセッション番号：L78278、L78291、KP689573、KC936106）は全て 1 つのクレー
ドに含まれた（図 2-3）。シーケンスデータ L78278 が由来する菌株は古賀博則博士によって
日本で分離され、その後 C. L. Schardl 博士に分譲された菌株（菌株番号：E354）である（Schardl 
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et al. 1997; Leuchtmann and Schardl 1998）。この菌株は 1999 年に E. typhina が分離された場所
と同じ栃木県西那須野町（現在は、那須塩原市）で得られたヤマカモジグサに由来する可
能性があるが、詳細は不明である（古賀, 私信）。さらに、本菌株に関しては E. sylvatica の
記載論文（Leuchtmann and Schardl 1998）での情報と the American Type Culture Collection で公
開されている情報に齟齬があることが明らかになった（Schardl, 私信）。本章では、
Leuchtmann and Schardl（1998）の情報に従い、L78278 を日本産菌株のシーケンスデータと
して扱った。シーケンスデータ KP689573 が由来する菌株は滋賀県で採取されたヤマカモジ
グサから内生菌として分離され（榎本ら 1998）、その後C. L. Schardl博士によってE. sylvatica
と同定された（Chen et al. 2015）。20 菌株の β-tubulin 遺伝子領域の配列はこれら 2 株の E. 
sylvatica の配列（アクセッション番号：L78278、KP689573）とほぼ一致した（相同性：99∼
100%）。このうち、L78278 は E. sylvatica の記載論文（Leuchtmann and Schardl 1998）におい
て同定された菌株由来の配列データである。以上のことから、本研究で得られた分離菌株
は、全て E. sylvatica であると判断した。また、NARO GeneBank から提供された E. typhina
の 2 菌株のうち、MAFF 306230 は E. sylvatica と高い相同性を示し（相同性：99%）、これら
20 菌株と同一のクレードに位置した（図 2-3）。なお、Leuchtmann and Schardl（1998）はス





ヤマカモジグサに感染する E. sylvatica は宿主特異性が高く、他の宿主植物に感染する





Bacon et al. 1977）。本研究において、ヤマカモジグサ上に子座を形成している Epichloё 属菌
を E. sylvatica と同定し、本菌が日本のヤマカモジグサにも感染してがまの穂病を引き起こ
しうることを明らかにした。 
栃木県西那須野町で採取されたヤマカモジグサ上の子座を形成する菌は形態観察によっ
て E. typhina と同定され（Koga et al. 1999）、現在まで本菌種はヤマカモジグサがまの穂病菌
だと認識されていた。Koga et al.（1999）における菌の形態情報と本研究での形態観察の結
果はかなり重複しており、このことから、Koga et al.（1999）において扱った菌がこの前年





Epichloё typhina は 1798 年に C. H. Persoon によって Sphaeria typhina として初めて記載さ
れた（Sampson 1933）。その後、本種は他の Sphaeria 属菌と区別され、1865 年に提案され
た Epichloё 属として分類された（Tulasne and Tulasne 1865）。White（1993）は子嚢胞子の形
態、宿主特異性、交配適合性に基づき、Epichloё 属菌の 2 種（E. baconii、E. clarkii）を新種
記載し、また、1798 年に C. H. Persoon に採取された標本（Sphaeria typhina）を E. typhina の
レクトタイプ標本に指定した。この新種記載および E. typhina タイプ標本の指定以前は、宿
主の葉鞘上に形成される子座の特徴に基づき、イチゴツナギ亜科の植物で発見された
Epichloё 属菌は全て E. typhina に分類されていた（Schardl and Leuchtmann 2005）。Epichloё 
sylvatica は Leuchtmann and Schardl（1998）が形態観察および交配試験の結果に基づき新種
記載した種である。この種の提案以前は、同じイチゴツナギ亜科に属するヤマカモジグサ
で発見された Epichloё 属菌についても慣習的に E. typhina とされていたと考えられた。 
スイスで分離された E. sylvatica の 2 系統（アクセッション番号：KC936106、L78291）の
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うち、KC936106 は他の E. sylvatica と同一のクレードに含まれたが、L78291 はヤマカモジ
グサと同属の宿主（Brachypodium pinnatum）から分離された E. typhina の配列データ［アク
セッション番号：KC936105（Leuchtmann and Schardl 1998）］と同じサブクレードに含まれ
た（図 2-3）。L78291 と KC936105 間でのこのように非常に近縁な系統関係は先行研究の結
果と一致している(Schardl et al. 1997; Leuchtmann and Schardl 1998)。β-tubulin 遺伝子領域の塩
基配列に基づく Epichloë 属菌の系統解析において、E. typhina は分離された宿主植物あるい
は菌株によっては E. danica Leuchtm. & M. Oberhofer、E. guerinii Leuchtm. & Schardl、E. 
hordelymi Leuchtm. & M. Oberhofer など複数種と同じサブクレードに含まれることから、多
系統であることが示されている（Leuchtmann and Schardl 1998; Craven et al. 2001; Schardl 
2009; Leuchtmann et al. 2014）。このことから今後、E. typhina と E. sylvatica を含めた近縁種と
の系統的な相互関係を明らかにする必要がある。 
 上記で述べた先行研究より、日本のヤマカモジグサからは、少なくとも内生菌として E. 
sylvatica に相当する Epichloë 属菌が分離されていたが（榎本ら 1998; Leuchtmann and Schardl 
1998; Chen et al. 2015）、本菌種は日本植物病名目録（2016 年度版）に記載されておらず、こ
れまでその存在はほとんど認識されていなかった。本研究で、ヤマカモジグサの子座形成
された植物体、見かけ上健全な植物体および単一子嚢胞子の全てから E. sylvatica を分離し
たことで、日本においても E. sylvatica は内生菌としてだけでなく、がまの穂病菌としても
ヤマカモジグサの分布地域に広く存在している可能性が示唆された。 











































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Epichloё amarillans ATCC 200743 Sphenopholis obtusata L06958
E. aotearoae MYA-1193 Echinopogon ovatus AF323371
E. australiensis CBS 109346 Echinopogon ovatus AF323379
E. baconii ATCC 200745 Calamagrostis villosa L78270
E. brachyelytri ATCC 200752 Brachyelytrum erectum L78271
E. bromicola ATCC 200749 Bromus erectus L78289
E. bromicola ATCC 201558 Bromus ramosus L78290
E. cabralii Phc682 Phleum alpinum AY707720
E. canadensis CWR 5 Elymus canadensis JN886777
E. chisosa ATCC 64037 Achnatherum eminens AF457470
E. coenophiala ATCC 90664 Schedonorus arundinaceus L06951
E. danica D2_5 Hordelymus europaeus JF718475
E. disjuncta A1_1 Hordelymus europaeus JF718437
E. elymi ATCC 201555 Elymus villosus AF250743
E. festucae ATCC 90661 Festuca rubra subsp. rubra L06955
E. funkii e4096 Achnatherum robustum AF457489
E. gansuensis E7080 Achnatherum inebrians EF422756
E. glycerinae ATCC 200747 Glyceria striata L78275
E. guerinii CBS 112036 Melica ciliata EF422754
E. hordelymi e361 Hordelymus europaeus AF457486
E. liyangensis Ply9101 Poa pratensis HM475156
E. melicicola MYA-1190 Melica decumbens AF323386
E. mollis AL9924 Holcus mollis AF457469
E. occultans Lrr1 Lolium rigidum var. rigidum AF176275
E. pampeana BAFC1623 Bromus auleticus FJ147181
E. schardlii KC1 Cinna arundinacea HM138504
E. sibirica MTI-H50 Achnatherum sibiricum GQ421698
E. siegelii ATCC 74483 Lolium pratense AF308138
E. sinica Rts2102 Roegneria sp. EU409307
E. sinofestucae Fnj4602 Festuca parvigluma FJ211211
Epichloё sp. HboTG-2 ATCC MYA-2503 Hordeum bogdanii AF457482
Epichloё sp. HbrTG-2 ATCC MYA-2504 Hordeum brevisubulatum AF457484
E. stromatolonga Cnj6617 Calamagrostis epigeios EU526824
E. sylvatica ATCC 200748 Brachypodium sylvaticum L78278
E. sylvatica ATCC 200751 Brachypodium sylvaticum L78291
E. sylvatica GR10156 Brachypodium sylvaticum KP689573
E. sylvatica Brhs6402 Brachypodium sylvaticum KC936106
E. sylvatica subsp. pollinensis A2_6 Hordelymus europaeus JF718439
E. tembladerae Ba355 Bromus auleticus AY707699
E. typhina ATCC 200736 Lolium perenne X52616
E. typhina ATCC 200738 Anthoxanthum odoratum L78288
E. typhina E5232 Brachypodium pinnatum KC936111
E. typhina E5240 Brachypodium pinnatum KC936105
E. typhina TC1 Brachypodium phoenicoides AM490796
E. typhina  subsp. clarkii ATCC 200742 Holcus lanatus L78281
E. typhina  subsp. poae ATCC 201669 Poa pratensis L78284







































































































































































































































































































































































































































図 2-1.  川上演習林で発生した Epichloё sylvatica の形態 
A–C：ヤマカモジグサ上の外部性子座 A：矢印は止葉葉鞘上に形成された子座を示す 
B：交雑前の子座。白色～淡黄色で表面は平滑 C：交雑後の子座。黄色～オレンジ色で表
面は粗面 D：卵形の子嚢殻が密集した子座の垂直断面 E：子嚢 F：子嚢胞子 G: 分生子
が形成された子座の垂直断面 D–G：サンプルはアニリンブルー乳酸液で染色 スケール：














図 2-2. 1%MEA 平板培地上での Epichloё sylvatica の菌糸体およびコロニー性状 
A：稈断片から出現した菌糸 B–E：1%MEA 平板培地上でのコロニー性状（直径 60 mm の
プラスチックシャーレ、23℃で 3 週間培養）B：分離菌株 7-351S C：7-390S D：7-411S 

































図 2-3. β-tubulin 遺伝子領域の部分塩基配列に基づく Epichloё 属菌の近隣結合系統樹 
数字はブートストラップ値（%）を示す。ブートストラップ値が 60%以上の場合のみ各節に




第 3 章 Epichloё sylvatica の感染状況および遺伝的多型と子座形成との関連性 
 
 
 先行研究において、E. sylvatica の遺伝的多型と子座形成との関連性が示唆されている




ある。そこで本章では、川上演習林内のヤマカモジグサに感染している E. sylvatica の遺伝
的多型と子座形成との関連性を明らかにすることを目的として、ヤマカモジグサの複数個
体から E. sylvatica を分離し、その感染状況を調査すると同時に、本菌の遺伝的多型を調査
した。 




植物組織断片から伸長してきた E. sylvatica の菌糸を単菌糸分離し、分離菌株を得た。得ら
れた全ての分離菌株の塩基配列を解析し、各分離菌株の配列データおよび作成した近隣結
合系統樹に基づき、分離菌株を遺伝子型毎にグループ分けした。また、一植物体の複数の
稈から E. sylvatica を分離し遺伝子型を決定することで、一植物体へ遺伝子型の異なる菌が
複合感染しているかを調査した。その結果、試験区内のヤマカモジグサの子座形成植物だ











































DNA を抽出し、特異的プライマーを用いた PCR 法によりその DNA 抽出物から菌体 DNA
を検出することで、種子への菌の感染を調査した。種子からの E. sylvatica の DNA 抽出は新
たな方法を確立し実施した。種子から抽出した DNA より、E. sylvatica の DNA を特異的に
検出するため、Epichloё 属菌の特異的プライマーを用いた PCR 法を実施し、目的領域の増
幅の有無によって、菌の在/不在を判断した。そして、子座非形成植物と子座形成植物間で
E. sylvatica の種子感染率をそれぞれ算出し比較した。その結果、本研究で確立した DNA 抽
出方法によって、目的の菌体 DNA のみを特異的に検出可能であることが確かめられた。ま
た、E. sylvatica の種子感染率を調査した結果、先行研究（Meijer and Leuchtmann 2001）で推
定されていた値とは大きく異なった。また、子座非形成植物と子座形成植物では種子感染
率が有意に異なっていた。 
続いて、検出された菌体 DNA の 1 遺伝子領域の塩基配列を解析し、子座形成植物由来の
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